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論文内容の要旨 
 
緒言 
 
作物の必須アミノ酸含量は相対的に低く、特に穀類ではトリプトファン(Trp)やリジンの含
量が低い。ヒトでは必須アミノ酸の摂取は完全に食物に依存するため、作物における必須アミ
ノ酸含量の改良は重要な育種課題である。この課題に対するアプローチとして、アミノ酸合成
系のフィードバック制御を抑制する戦略が考えられる。しかしながら、高等植物におけるアミ
ノ酸合成系のフィードバック制御に関する知見は未だ限られている。そこで本研究では第一章
において Trp を過剰生産するイネ突然変異株の生理生化学的解析を行い、Trp 合成系制御機構
の理解を深めることを試みた。 
 また、フィードバック制御を抑制するにはフィードバック制御領域の点変異が有効であるこ
とが示されているが、この点変異を導入した植物を形質転換によって作出する事を考えた際、
次のような問題点がある。 
1) ゲノムへのランダムな遺伝子導入。 
2) 外来の遺伝子断片(T-DNA ボーダー配列やプロモーター等)の導入。 
3) 選抜マーカー遺伝子(抗生物質耐性遺伝子)の存在。 
これらの問題を克服しフィードバック制御を抑制するような点変異を導入するには、目的遺伝
子のみの改変が可能なジーンターゲティング(GT)が有効である。ここで GTは相同組み換え(HR)
を介して行われるが高等植物では HR 活性が極めて低く、これが GT の律速となっている。本研
究では高等植物における GT の効率化を目的とし、様々な Arabidopsis 変異株における HR 頻度
の解析を行った。即ち第二章ではクロマチン構造と HR の関係を、第三章ではヌクレオチド除
去修復と HR との関係に着目して解析を行った。 
 
一章 5-メチルトリプトファン耐性イネの特徴付け 
 
フィードバック制御が抑制された変異株の選抜には各アミノ酸のアナログ物質が有効であ
る。5-メチルトリプトファン(5MT)は Trp のアナログであり、Trp と同様にフィードバック制御
を誘導するがタンパク質合成には利用されず、植物を 5MT で処理すると Trp 飢餓を起こし生育
が阻害される。本研究で用いた変異株(TR-68)は野生株の生育が完全に阻害される 5MT 濃度
(50mg/l)においても生育に影響が見られなかった(Fig.1)。 
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5MT は Trp 合成系の最初のステップを触媒するアントラニル酸合成酵素(AS)のαサブユニッ
ト(OASA1 と OASA2)と結合して生育抑制効果を示すため、野生株と TR-68 間の両遺伝子の塩基
配列比較を行ったが、両遺伝子のコーディング領域には差が見られなかった。また、野生株と
TR-68 間の AS 活性の比較を行ったが、Trp による活性抑制の程度に差は見られなかった(Fig.2)。 
これに対し OASA1 と OASA2 遺伝子のノーザン解析の結果、野生株では 5MT 処理により両遺伝
子の発現が完全に抑制されるが、TR-68 では 5MT 処理の有無に関わらず両遺伝子の発現が維持
されていた。これらの結果から、TR-68 においては Trp 合成系のフィードバック制御領域の変
異ではなく、OASA1 と OASA2 遺伝子の発現を制御する因子の変異であることが示唆された。 
 
二章 クロマチン・アッセンブリー・ファクター1 変異株における相同組み換え頻度の解析 
 
高等植物において効率的 GT を構築するためには、HR 活性を高めることが重要である。HR は
DNA 二重鎖損傷(DSB)の修復系として機能しているため、HR を高めるためには HR machinery が
効率的に DSB 領域にリクルートされることが重要である。ここで私はクロマチン構造が HR 
machinery のリクルートを阻害していると考え、本章ではクロマチン再構築が遅れることが期
待される Arabidopsis のクロマチン・アッセンブリー・ファクター1(CAF-1)変異株における HR
頻度を解析した。CAF-1 は 3 つのサブユニット(FAS1, FAS2, MSI1)から構成されており、その
うち FAS1 と FAS2 の変異株(fas1-2,fas2-1)を解析に用いた。CAF-1 変異株と HR テスター系統
を交配し、HR が起これば GUS アッセイにより青スポットとして検出できる系により in planta
にて HR 頻度の解析を行った(Fig.3)。その結果、野生株と比較して両変異株ともに約 40 倍 HR
頻度が高まっていることが明らかとなった(Table 1)。 
ヒト培養細胞においてドミナント・ネガティブ型 CAF-1 を発現させると DSB が誘導されるた
め、DSB で誘導されかつ HR の中心的役割を担う RAD51 遺伝子(AtRAD51)の発現解析を fas1-2
と fas2-1 において行った。その結果、AtRAD51 遺伝子の発現は DNA 損傷処理をしなくても野生
株と比較して高まっていた。この結果から fas1-2 と fas2-1 では DSB 量が高まっていると考え
られたため、さらなる DSB を誘導するような DNA 損傷処理(γ線照射)に対し感受性を示すこと
が期待された。そこでγ線照射を行ったところ、fas1-2 と fas2-1 は野生型と比較して顕著な
感受性を示した。以上の結果から、CAF-1 の欠損はクロマチンの再構築が遅れることで HR 
machinery のリクルートを促進し、かつ DSB を誘導することで HR に関与する遺伝子の発現を誘
導し、これらの相乗効果により高い HR を示したと考えた。 
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三章 ヌクレオチド除去修復変異株における相同組み換え頻度の解析 
 
HR を高めるためのもう一つの方法として、HR の基質となる DSB の量を増やすアプローチが
考えられる。ヌクレオチド除去修復(NER)は一本鎖 DNA 損傷(SSB)の修復系の一つとして機能す
るが、NER の阻害は SSB を増加させさらに複製を介して DSB を増加させることが期待される。
そこで NER 変異株の中には HR が高まるものがあるのではないかと考え、NER において DNA 損傷
の切り出しを行う Rad1 と Rad2 の Arabidopsis 変異株(atrad1 と atrad2)における HR 頻度を解
析した。各変異株と HR テスター系統を交配し青スポットの検出を行ったところ、atrad1 変異
株は野生株と同程度の HR 頻度であったが、atrad2 変異株では野生株と比較して 7 倍 HR 頻度が
高まっていた(Table 2)。atrad2 における HR 頻度上昇は NER 欠損により複製を介して DSB が増
加し結果として HR が高まったと考えられ、HR が NER のバックアップ機構として機能しうるこ
とを植物において初めて明らかとした。 
本研究の結果から NER のより完全な欠損が HR 頻度を高めるのに有効であることが考えられ
たため、NER において DNA 損傷の認識に関わる因子群(Rad23・Rad4・CEN2 の複合体)に着目し、
Arabidopsis の Rad23 ホモログ(4 コピー)と Rad4 ホモログ(1 コピー)を単離した。ごく最近
Arabidopsis の CEN2 欠損が HR 頻度を高める(最高で 40 倍)ことが報告されたことから、Rad23
ホモログや Rad4 ホモログの欠損による HR 頻度の上昇が期待される。 
 
結語 
 
本研究では作物における必須アミノ酸含量改良のための新規技術開発を目的とし、そのため
の基礎的な研究として二つの方向から解析を進めた。1 つめとして Trp を過剰生産するイネ変
異株の特徴付けを行い、その変異はフィードバック制御が破綻する変異ではなく、Trp 合成系
遺伝子(AS)の発現を制御する遺伝子の変異であることが示唆され、高等植物の Trp 合成系制御
解明において TR-68 が有用であることを示した。2 つめとして効率的な GT 系開発のための要因
解析を目的に Arabidopsis 変異株における HR頻度の解析を行い、CAF-1 変異株(fas1-2,fas2-1)
や NER 変異株(atrad2)が高 HR 表現型を示すことを明らかにした。特にクロマチン構造の制御
により、HR の向上が可能であることは本研究において高等真核生物にて初めて証明されたこと
になる。これらの結果は、効率的 GT 構築に極めて有効である。 
本研究で得られた知見は今後の GT を介した植物のアミノ酸育種を促進すると考えられる。 
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Fig. 1. Relative growth of the wild-type and TR-68 on MS 
medium containing various concentrations of 5MT.
The length of the roots (A) of 2-week-old seedlings of TR-68 
and the wild-type were measured. The length of the roots of the 
wild-type plants cultured without 5MT were taken as 100% 
(n>10). (B) Typical differences in the growth of roots between 
the wild-type and TR-68 plants grown for 2 weeks after sowing 
on MS medium with or without 5MT (50 mg/l). TR-68, 5MT 
resistant mutants; Untreated, untreated plants; 5MT, 5MT 
treated plants.
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Fig. 2. Relative AS activity analysis of the wild-type and 
TR-68.
The relative activities of AS from 2-week-old wild type and 
TR-68 shoots were measured with the addition of Trp to 0, 5, 
10, 50 or 100 µM.
Fig.3. Detection of intrachromosomal homologous 
recombination in Arabidopsis fas1-2 and fas2-1 mutant 
plants.
Schematic representation of the recombination reporter 
constructs. The recombination reporter constructs consisted of 
two fragments of the GUS (uidA) gene separated by a 
hygromycin phosphotransferase gene. The GUS sequences 
have a 618-bp overlap (indicated by ‘U’) either in the direct (left) 
or inverted (right) orientation. Recombination (indicated by a ‘x’) 
between the two overlapping sequences can produce a 
functional GUS gene. 
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Direct repeat
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G         U         SU
X
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U    S
Inverted repeat
Genotypes of each line are as follows; FAS1 (FAS1/FAS1 or FAS1/fas1-2),  
fas1-2 (fas1-2/fas1-2), FAS2 (FAS2/FAS2 or FAS2/fas2-1), fas2-1 (fas2-
1/fas2-1). All lines are homozygous for recombination reporter (GU-US/GU-
US). DR and IR indicate direct repeat type and inverted repeat type, 
respectively.
Relative 
recombination 
frequencies
Table 1. Recombination in Arabidopsis fas1-2 and fas2-1 mutants.
Number of
plants 
analyzed
Mean number of
recombination events
per plant
Total number 
of
blue spots
( R) 1109 2.1850
( R) 11.969850
( R) 41.881.94409750
( R) 87.0250 4351 39.9
FAS1 0.9250 146(DR)
40.750fas1-2 2035 44.2(DR)
FAS2 14750 0.94(DR)
50fas2-1 1961 41.739.22(DR) Genotypes of each line are as follows; Control (AtRAD1/AtRAD1, 
AtRAD2/AtRAD2),  atrad1 (atrad1/atrad1), atrad2 (atrad2/atrad2). All 
lines are homozygous for recombination reporter (GU-US/GU-US). DR 
and IR indicate direct repeat type and inverted repeat type, respectively.
Relative 
recombination 
frequencies
Table 2. Recombination in Arabidopsis atrad1 and atrad2 mutants.
Number of
plants 
analyzed
Mean number of
recombination events
per plant
Total number 
of
blue spots
(1415;IR) 155 1 8330
(IR) 6.7212.336930
(IR) 2 0730 62 1.13
Control 1 0330 131(1406;DR)
1 3330atrad1 40 1.29(DR)
atrad2 7.2522430 7.47(DR)
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論文審査結果の要旨  
 
作物の必須アミノ酸含量は相対的に低く、特に穀類ではトリプトファン (Trp)やリジンの
含量が低い。ヒトでは必須アミノ酸の摂取は完全に食物に依存するため、作物における必
須アミノ酸含量の改良は重要な育種課題である。この課題に対するアプローチとして、ア
ミノ酸合成系のフィードバック制御を抑制する戦略が考えられる。しかしながら、高等植
物におけるアミノ酸合成系のフィードバック制御に関する知見は未だ限られている。本研
究では作物における必須アミノ酸含量改良のための新規技術開発を目的とし、そのための
基礎的な研究として二つの方向から解析を進めた。1 つめとして Trp を過剰生産するイネ
変異株の特徴付けを行い、その変異はフィードバック制御が破綻する変異ではなく、Trp
合成系遺伝子 (AS)の発現を制御する遺伝子の変異であることが示唆され、高等植物の Trp
合成系制御解明において TR-68 が有用であること、Trp を過剰生産するイネ突然変異株の
生理生化学的解析を行い、Trp 合成系制御機構の理解を深めることを試みた（弟一章）。2
つめとして効率的な GT 系開発のための要因解析を目的に Arabidopsis 変異株における
HR 頻度の解析を行った。フイードバック制御を抑制するにはフイードバック制御領域の
点変異が有効であることが示されているが、この点変異を導入した植物を形質転換によっ
て作出することを考えた際、ゲノムへのランダムな遺伝子導入、外来遺伝子断片の導入、
選抜マーカー遺伝子の存在などの問題点がある。これらを克服するための方法を見出すた
めに、種々解析をしたところ、CAF-1 変異株 (fas1-2,fas2-1)や NER 変異株 (atrad2)が高
HR 表現型を示すことを明らかにした。特にクロマチン構造の制御により、HR の向上が可
能であることは本研究において高等真核生物にて初めて証明されたことになる。これらの
結果は、効率的 GT 構築に極めて有効であることを示した（第二章：クロマチン・アッセ
ンブリー・ファクター１変異株における相同組換え頻度の解析、弟三章：ヌクレオチド除
去修復変異株における相同組換え頻度の解析）。  
以上の本研究で得られた知見は今後の GT を介した植物のアミノ酸育種を促進するうえ
で極めて重要であると考えられ、本研究を推進した石川優一は自立して研究活動を行うに
必要な高度の研究能力と学識を有し、彼の提出した論文は博士（生命科学）の博士論文と
して合格と認める。  
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